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Abstract: Drug‐induced liver injury (DILI) is an adverse reaction to drugs or other xenobiotics that
occurs either as a predictable event when the subject is exposed to toxic doses of some compounds
(acetaminophen overdose) or in an unpredictable way with many drugs in common use. Drugs can be
harmful to the liver in a susceptible subject on the background of genetic and environmental factors. This
accounts for modifications in the hepatic metabolism and excretion of the agent leading to cellular stress,
direct cell death, activation of an adaptive immune response and a failure to adapt with progression to
overt liver injury. Idiosyncratic DILI is a relative rare liver disorder but can be severe and even fatal,
presenting with a variety of phenotypes, which mimic almost every other liver disease. Diagnosis of
DILI relies on the exclusion of other etiologies of liver disease as specific biomarkers are still lacking.
Clinical scales such as CIOMS/RUCAM can support the diagnostic process but need a refinement. A
number of clinical variables, validated in prospective cohorts, can be used to predict a more severe
DILI outcome. Although no pharmacological therapy has yet been adequately tested in randomized
clinical trials, corticosteroids can be useful, particularly in the emergent form of DILI related to immune
checkpoint inhibitors.
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can  be  harmful  to  the  liver  in  a  susceptible  subject  on  the  background  of  genetic  and 69 
environmental factors. This accounts for modifications in the hepatic metabolism and excretion 70 
of  the  agent  leading  to  cellular  stress,  direct  cell  death,  activation  of  an  adaptive  immune 71 
response and a  failure  to adapt with progression  to overt  liver  injury.  Idiosyncratic DILI  is a 72 
relative  rare  liver  disorder  but  can  be  severe  and  even  fatal,  presenting with  a  variety  of 73 
















Liver  toxicity  related  to  drugs  has  been  classically  divided  into  two  varieties  based  on  the 90 





period  (from  a  few days  to  several months)1. However,  clinical observations during  the  last 96 
decades have somehow blurred  the  lines  that distinguish  these  two  types of hepatotoxicity. 97 
When not stated otherwise we use the term DILI for both intrinsic and idiosyncratic injury.  98 
 99 










 Idiosyncratic DILI,  although not dose  related, occur more  frequently with doses of >50‐100 110 
mg/day5. Hence, a minimum dose, which probably varies among individuals, also seems to be 111 





on  the market; 32% of drug withdrawals during  the period 1975  to 2007 were attributed  to 117 
hepatoxicity6.  However,  complete  determination  of  the  liver  safety  profile  of  a  given  drug 118 






On  the other  side of  the  spectrum are drugs  such  statins, which have been associated with 125 
















Determining  the  true  incidence  of  DILI  worldwide  is  difficult  given  the  diverse  cultures, 142 
traditions, health care systems and lack of consistent reporting systems and definitions.  143 
 144 
























most common causes of DILI through  large case series17,21 respectively.  Indeed,  in  India, anti‐169 






In  a  retrospective  study  of  the  General  Practice  Research  Database  (GPRD)  in  the  United 176 
Kingdom, the annual incidence rate of non‐fatal DILI was 2.4 cases per 100,000 persons24. In this 177 
study,  1,636,792  individuals  registered  in  the  GPRD  database were  followed  for  5,404,705 178 
person‐years,  and  128  patients  were  subsequently  deemed  to  have  developed  clinically 179 







inhabitants  in a more  recent prospective, population‐based  study  from  Iceland  13. Similar  to 187 





A  recent study  investigated  the  incidence of  idiosyncratic DILI  in  the United States based on 193 






an  integrated  healthcare  system  serving  ~  5.4  million  individuals  residing  in  Northern 200 
California30. While acetaminophen was the most common cause of drug induced ALF (56%), the 201 






hepatologists  from  10  countries.  This  initiative  follows  the  same  structured  protocol  and 208 
adjudication criteria as the Spanish DILI Registry. Among the 330 well phenotyped DILI cases 209 
included, 60% with hepatocellular injury, amoxicillin clavulanate was the main implicated drug 210 
similarly  to what  is  found  in  other  prospective DILI  registries. However,  nitrofurantoin  and 211 
cyproterone  acetate  distinctly  stood  out  as  culprit  DILI  drugs,  reflecting  the  differences  in 212 
pharmaceutical policies and patterns of drug use across countries31 . In sub‐Saharan Africa and 213 











especially  lipophilic ones,  from  the circulation. The process of drug uptake  into hepatocytes, 225 




taken  up  into  hepatocytes  passively,  or  by  an  array  of  transport  proteins  located  in  the 230 
basolateral plasma membrane (Figure 1), including members of the solute carrier family (SLCs), 231 


















(an  immunosuppressant)  or  gemfibrozil  (a  lipid‐lowering  agent)38,39.  Several  tyrosine  kinase 250 
inhibitors (TKIs, which are small molecules used to treat various forms of cancer) are substrates 251 
and/or  inhibitors of OATPs. Pazopanib has a boxed warning  for hepatotoxicity  in the US FDA 252 
label, but the mechanism of hepatotoxicity is not related to inhibition of OATP1B140; pazopanib 253 
uptake is mediated by the organic cation transporter 1 (OCT1, encoded by SLC22A1)41. The FDA 254 




The  covalent  binding  of  reactive metabolites  to  cellular  proteins  can  lead  to  alteration  of 259 
function or location of the target protein, or to the formation of immunogenic haptens, which 260 
can  trigger a downstream  immune  response44. For example,  the NSAID diclofenac can cause 261 
severe hepatotoxicity and has been shown to form reactive quinone imines through metabolism 262 
by  CYP2C9  and  CYP3A4  and  acyl  glucuronides  through  metabolism  by  UDP‐glucuronyl 263 
transferase  (UGT)  2B7  45.  Lumiracoxib  and  troglitazone,  both  of  which  caused  fatal 264 
hepatotoxicity leading to market withdrawal, form reactive quinine metabolites46,47. To estimate 265 
the  clinical  risk  of  hepatotoxicity  in  vitro,  the  bioactivation  potential  is  determined  by 266 
glutathione  trapping  assays, mechanism‐based  CYP  inactivation  screens  or  covalent‐binding 267 
assessment using  radiolabeled compounds48. The detection of  stable detoxification products 268 
such as glutathione adducts or dihydrodiols  in  the metabolic pattern can  indicate metabolic 269 







drug‐induced  cholestasis  in  clinical  routine53–55.  The  major  metabolite  of  the  antidiabetic 277 
hepatotoxic drug troglitazone, troglitazone sulfate, competitively inhibits BSEP and accumulates 278 
in  hepatocytes,  thereby  leading  to  an  increase  in  intracellular  bile  salt  concentrations  and 279 
consequently mitochondrial damage56. As conjugated anionic drug metabolites are substrates 280 
of MRP2  (ABCC2)57,  genetic  variants of  this  transporter have been  associated with DILI58–60. 281 
Genetic variants of ABCG2  (which codes  for  the breast cancer resistance protein BCRP) have 282 
been associated with hepatotoxicity induced by the TKI sunitinib61.  283 
 284 
Dysfunction of  the multidrug  resistance  gene product 3  (MDR3,  encoded by ABCB4), which 285 












 Intrinsic  DILI  generally  refers  to  direct  toxic  stress  leading  to  cell  death  of  hepatocytes 298 
(sometimes  sinusoidal  endothelial  cells  are  the  principal  target)  mediated  by  a  reactive 299 
metabolite or a parent drug interfering with specific cell functions. This is mediated by increased 300 
oxidative or redox stress, mitochondria dysfunction, endoplasmic reticulum (ER) stress, or DNA 301 
damage  1,34,64,65.  As  these  progress  unchecked,  cell  death  occurs  (Figure  2).  Innate  immune 302 
responses including activation of resident liver Kupffer cells and NK/NT cells as well as various 303 
cytokines,  chemokines  such as TNF,  IL‐1B,  IL‐8,  IL‐6, CXCL10, and  infiltrating  leukocytes may 304 
amplify the cell death through death receptor signalling and inflammation1,64.  305 







of  proteins  which  selectively  permeabilize  the  outer  mitochondrial  membrane,  releasing 313 
cytochrome c which activates  the executioner caspases  (e.g. capase 3,7)67. Furthermore,  the 314 
release of damage associated molecular patterns (DAMPS) from hepatocytes which may activate 315 
innate  immune  responses  leading  to death  receptor  induced  apoptosis  (TNF‐R,  FAS,  TRAIL). 316 
Aside  from  acetaminophen  toxicity,  the  relative  contribution of necrosis  versus  apoptosis  is 317 










on  the adaptive  immune  response of  the  individual, determined by HLA polymorphisms and 328 
other  contributing  factors  of  immune  activation,  targeting  neoantigen  (hapten  peptide) 329 
presented by one or more specific HLA alleles69,70. However, although unique HLA types appear 330 
to be important determinants of the immune response to reactive metabolites or parent drugs 331 
in  some  cases, most  of  the  population with  a  specific  drug‐related  risk HLA  haplotype  are 332 
unaffected by the exposure to drug, suggesting that other factors are involved. The identity of 333 
the other  factors are not well defined. However,  the extent of underlying drug‐related  toxic 334 
stress may be upstream (co‐activator) of the development of an adaptive immune response.  335 
 336 




















the  bile  acid  retention  in  hepatocytes  can  induce  stress mediated  by  all  the  cellular  and 357 
biochemical contributors listed above. Furthermore, bile acids can induce hepatocyte apoptosis 358 
through  increased  plasma  membrane  targeting  of  death  receptors,  enhancing  ligand 359 















overt  liver  injury.  In theory, this adaptation may begin before any sign of  liver  injury appears 375 
(e.g.  ALT  increase)  or  after  the  initial  immune  mediated  liver  injury  is  detected  (delayed 376 
asymptomatic ALT increases that resolve despite continued treatment with the offending drug), 377 
referred  to  as  clinical  adaption.  Accordingly,  overt  liver  injury may  be  a  failure  of  immune 378 




Specific  drug  properties,  such  as  high  daily‐recommended  dose,  high  lipophilicity,  BSEP 383 
inhibition,  reactive metabolite  formation, mitochondrial  toxicity  and  induction  of  oxidative 384 
stress,  have  been  associated with  drugs  that  possess  hepatotoxic  potential  in  humans.78  In 385 
addition, patient factors can predispose to DILI (see Epidemiology, above). However, each of the 386 






processes. Drugs and host  factors  influence multiple mechanisms and  thus  likely  interact at 393 
different  levels, defining  DILI  risks,  clinical  phenotypes,  and  outcomes  in  a  sophisticated 394 
manner78 (Table 1). 395 
 396 




(only after  the onset of puberty)83,84 and  female dominance  in halothane85–88 and  in another 401 
immune‐mediated DILI model89. In humans, age, sex, and a proxy of women’s menopausal status 402 
(i.e., 50 years) significantly  influence drug‐specific reporting frequencies of  liver events  in the 403 
World Health Organization VigiBase™90,91, and  influence clinical and histologic phenotypes of 404 
DILI92,93. Drugs associated with  sex‐/age‐biased  reporting  frequencies of  liver events  showed 405 
distinct  properties90.  For  example,  drug  properties  such  as mitochondrial  toxicity,  reactive 406 
metabolite formation, and BSEP inhibition are more prevalent among drugs with women‐biased 407 
reporting  frequencies90.  Drug  properties  of  high  lipophilicity,  biliary  excretion,  higher 408 
transporter  inhibitions, Cmax  (the maximum  serum  concentration  that  a drug  achieves  )  and 409 
plasma protein binding, yet shorter plasma elimination are more prevalent among drugs with 410 
















steroid,  captopril,  and  erythromycin  for  cholestatic  injury)  but  others,  such  as  atorvastatin, 427 
allopurinol, amoxicillin‐clavulanate,  show various DILI manifestations  (Table 2)95.  In addition, 428 
adverse  reactions  from  a  single  drug  can  present  with  different  phenotypes  in  different 429 





do  not  demonstrate  immunological  features.  Clinical  features  of  immune  mediated  or 435 
hypersensitivity drug reactions are seen  in a quarter of patients and  include fever, cutaneous 436 
rash, facial periorbital oedema, lymphadenopathy, eosinophilia,  lymphocytosis or presence of 437 
reactive  lymphocytes,  or  arthralgia97.  For  example,  antiepileptic  agents  carbamazepine  and 438 
phenytoin‐induced liver injury are most commonly associated with cutaneous hypersensitivity 439 
features98  and  dapsone‐induced  liver  injury  is  associated  with  cutaneous  hypersensitivity 440 
features in 90% of patients99. The skin rashes may vary from non‐specific morbiliform rashes to 441 
severe  lesions  such  as  erythema  multiforme,  DRESS  (drug  reaction  with  eosinophilia  and 442 




with  features  indistinguishable  from  autoimmune  hepatitis  with  presence  of  anti‐nuclear 447 
antibodies, hypergammaglobulinemia and  liver biopsy  features compatible with autoimmune 448 




The majority of DILI  cases are  suspected  in any  individuals with  increased aminotransferase 453 
(AST/ALT)  and/or  alkaline  phosphatase  (ALP)  levels  beyond  a  certain  threshold  sometimes 454 
accompanied  by  raised  total  bilirubin  (TBIL)  values  (Box  1)  detected  in  the  course  of  an 455 
investigation for non‐specific symptoms or during a diagnostic‐workup in patients who present 456 
with an acute viral hepatitis‐like syndrome  (Figure 3),  the  latter usually not pointing  to drug 457 
etiology95, unless  there are associated skin or other systemic  features  that can  reinforce  the 458 
suspicion  of  drug  toxicity103.  Notably,  the  level  of  elevation  of  liver  enzymes  alone  is  not 459 
sufficient to reflect the severity of DILI104,105; the development of ascites, coagulopathy and/or 460 











relationship  with  the  suspected  causative  agent.  Time  to  onset  varies  considerably;  most 472 
patients experience DILI within the first 3 month of therapy, although  in some  instances (e.g. 473 
amoxicillin‐clavulanate  related  DILI)  symptoms  can  present with  a  considerable  delay  after 474 
treatment interruption49.  475 
 476 
The  diagnosis of DILI  currently  relies  on  the  exclusion  of  alternative  causes  (TABLE  3).  This 477 










those  with  associated  abdominal  pain,  additional  imaging,  such  as  magnetic  resonance 488 
colangiography  or  computerized  tomography might  be  required  despite  normal  abdominal 489 
ultrasound.  490 
 491 








anti‐HEV  IgM/IgG  antibodies.  Patients with  hepatocellular  pattern  of  injury  should  be  also 500 
worked  up  for  the  hallmarks  of  autoimmune  hepatitis  (AIH)  including  anti‐nuclear 501 






clues;  for  instance  in  a  small  study,  hepatocellular  cholestasis  and  portal  neutrophils  was 508 






and  liver biopsy  can  assist  in  this  setting. Biopsy  findings  can  also have prognostic  value;  a 515 
systematic review of liver biopsies from 249 patients with DILI from a prospective observational 516 
cohort  showed  that higher degrees of necrosis,  fibrosis  stage, microvesicular  steatosis,  and 517 
ductular reaction were  indicative of a poorer prognosis, whereas eosinophils and granulomas 518 
were found more often in those with milder degree of DILI112. Likewise, pathological assessment 519 














[H2] Causality assessment tools       534 
A number of clinical scales to quantify the strength of association ‐ the proof of causality, which 535 
is  the Achilles heel of adverse drugs  reactions  ‐ have been proposed  in DILI.  Indeed, a valid 536 
structured and objective approach for adjudicating DILI cases is needed for research purposes 537 












exposure  and DILI  recognition, dechallenge  (rate  of  improvement with drug  cessation),  risk 550 
factors for DILI, exclusion of all other relevant causes of liver disorders, known drug hepatotoxic 551 
potential,  recurrence  of  liver  injury  on  drug  re‐exposure  and  the  potential  influence  of 552 
associated medications.  This  scale  categorises DILI  as definite  or highly probable, probable, 553 
possible, unlikely and excluded. Once a clinician is convinced that the case may be drug‐related 554 
applying  the  CIOMS/RUCAM  scale  can  further  standardize  and  support  the  assessment. 555 




However,  the CIOMS/RUCAM scale  is complex,  includes ambiguous definitions,  lacks data  to 560 
support  the  selection  and weighting  of  component  domains,  has  a  strong  dependence  on 561 
rechallenge  data115  and  cannot  obtain  high  categories  of  probability  in  some  cases  as 562 
dechallenge data are not  included118. Patients with underlying  liver disease can obtain  lower 563 




chemical/botanical  contaminations,  lack  of  information  on  dose  and  duration  of  product 568 
consumption and the potential for use of various complex formulations of plants or extracts. 569 




higher  agreement  rates  and  likelihood  scores  than  CIOMS/RUCAM  in  assessing  causality, 574 
although the  inter‐observer variability was high with both  instruments122. The scoring criteria 575 
categorise DILI likelihood as definite (>95% likelihood), very likely (75–95% likelihood), probable 576 
(50–74%  likelihood),  possible  (25–49%  likelihood),  and  unlikely  (<25%  likelihood)122,123.  It  is 577 
understandable, as  the authors acknowledge,  that  lack of  reproducibility may be due  to  the 578 
absence of numerical scores for each of the items evaluated. Opinions between evaluators are 579 
very dependent on prior knowledge of the examiner or information provided. In addition, expert 580 





circumvent  this  limitation,  the  liver  specific  Digestive  Disease  Week‐Japan  (DDW‐J)  scale, 586 







derived  hepatocyte  –like  cells  from  patients  with  idiosyncratic  acute  liver  injury  has  been 594 
developed with promising results. This “in vitro” testing awaits external validation and involves 595 
a  several week  process  reducing  its  potential  utility  in  the  clinic  127.  Recently,  an  updated 596 
CIOMS/RUCAM scale, which incorporates an expanded list of alternative causes to be excluded 597 
and a new definition of re‐challenge, have been proposed but its claimed improved performance 598 
needs  to  be  tested  in  large  cohorts  of  well‐characterized  DILI  cases128.  A  collaborative 599 
international working  group  led  by  DILIN  has  been  set  up  to  develop  an  objective,  online 600 























Muscular  Dystrophy  (  Paul Watkins,  personal  communication).  In  a  large  study  of  healthy 624 
volunteers134, GLDH had a  lower  inter‐ and  intra‐ subject variation that miR122. Macrophage 625 











best  performance  of  the  candidate  biomarkers  in  predicting  liver  failure,  exceeding  the 637 
traditional liver safety biomarkers including TBIL. This study also addressed whether adding any 638 
of  the newer biomarkers would  improve Model of End‐stage Liver Disease  (MELD), a model 639 
based on traditional blood biomarkers that  is used by surgeons to prioritize patients for  liver 640 
transplantation.  It  was  found  that  incorporating  the  values  of  total  keratin  18  (K18)  and 641 
macrophage colony stimulating factor receptor (MCSFR)134 resulted  in  improved prediction of 642 











used  to predict prognosis  in DILI patients105. Hy's  law was based on  the observation  that,  in 654 
patients with isoniazid‐induced hepatocellular jaundice141, the fatality rate from liver failure or 655 
the need  for  liver transplantation was 10% or higher141. Afterwards, this  ‘10% rule’ has been 656 
observed  for many drugs and  is now used by the FDA to predict the risk of hepatotoxicity of 657 






Swedish and  the Spanish DILI cohorts with  fatality  rate of approximately 5‐8%27,28. However, 664 
jaundice induced by different drugs can have different prognosis. For example, in one study of 665 
patients with jaundice due to idiosyncratic DILI the mortality rate varied from 40% (6 of 15) for 666 






Some  other  biochemical,  histological  and  biochemical  features  have  been  shown  to  affect 673 
prognosis. The occurrence of peripheral and hepatic eosinophilia in DILI patients is associated 674 
with  favourable prognosis  in patients with disulfiram  induced  liver  injury145 and also  in many 675 
other drugs with well documented hepatotoxicity98,146. Although, SJS or TEN rarely accompany 676 
DILI, when  they do  they  are  associated with  a high  fatality  rate,  in particular  in  those with 677 









Anti‐infective  and  statins were  implicated  drugs  in  one‐half  of  patients147.  In  another  large 687 
cohort study, 9.8% of 1089 patients with DILI died within 2 years; of those where DILI was the 688 





DILI  is one of the major reasons for  late stage attrition  in drug development1,149,150, and non‐694 
negligible  safety  risks during  clinical  trials. Careful patient  selection,  thorough monitoring of 695 
clinical symptoms and standard liver chemistries, defined rules for stopping drug administration, 696 




has  laid  the  foundation  for  systematic  and  standardized  diagnosis,  assessment,  and 701 
management of DILI  in clinical studies. To minimize risks at early development stages,  in  line 702 







of  liver  safety  relies  on  the  standard  battery  of  liver  chemistry  tests:  ALT,  AST,  alkaline 710 
phosphatase, and bilirubin (Box 1)152,153. Monitoring intervals are adapted to development stage, 711 
and preferably  to number of patients exposed  to  the drug and  liver  safety profile observed 712 





important measure  to avoid progression  to more  serious  injury151,155. The FDA DILI guidance 718 
offers a set of rules to stop administration of a drug candidate suspected to have caused acute 719 
liver injury151, the first of which recommends discontinuing the drug if ALT or AST exceed 8 x ULN 720 
on  treatment. However,  in  development  practice,  drug  administration  is mostly  stopped  at 721 
lower  levels of aminotransferase elevation  to minimize any  risk67,156. While  this conservative 722 
approach  is  taken  in  the  presumed  interest  of  patient  safety,  premature  treatment  stop 723 
diminishes  the opportunity  to  see  adaptation  to  effects on  the  liver,  if  any,  in  a  significant 724 
fraction  of  patients  treated1,157.  Provided  close  patient  observation  is  ensured,  untimely 725 


























medication(s),  the  timely  referral  of  individuals with drug  induced ALF  to  a  liver  transplant 752 
center,  and  pharmacotherapy  (Figure  3).  Delay  in  timely  identification  and  immediate 753 
withdrawal of isoniazid and other anti‐tuberculosis medications is considered as one of the risk 754 
factors  for  worse  outcomes  such  as  liver  transplantation  or  death7.  Rechallenging  with  a 755 




Therapeutic  options  for  hepatocellular  DILI  are  limited.  Corticosteroids  are  frequently 760 
administered  in  patients with  significant  DILI  (e.g.,  associated with  liver  dysfunction)  in  an 761 
empiric fashion, but there is no evidence to support their use except in instances where acute 762 
autoimmune hepatitis cannot be excluded or to treat hepatotoxicity due to immune checkpoint 763 
inhibitors  (ICIs). Currently, the mainstay  for treating hepatotoxicity due to  ICIs  is prednisone, 764 
with additional or alternate immunosuppressant such as mycophenolate mofetil165 although the 765 
evidence to support this is inconclusive at best. In a recent experience166 with 100 patients who 766 
had  at  least Grade 3 hepatotoxicity  according  to Common Terminology Criteria  for Adverse 767 
Events (CTCAE) version 4.03 (ALT ≥ 5 x ULN) from ICIs. Corticosteroids were administered in 67 768 
patients, with  all  but  three  responding  to  steroid  therapy.  However,  the  decision  to  start 769 
corticosteroid  therapy  in  this  population  remains  controversial.  In  a  recent  study  the 770 
management  of  patients  with  ICI‐induced  liver  injury  was  tailored  according  not  only  to 771 
biochemical  (bilirubin  >2.5 mg/dL  and/or  international  normalized  ratio,  INR  >1.5)  but  also 772 




weeks  in  those  receiving  no  steroids  compared  to  8.6  weeks  in  those  who  received 777 





leflunomide,  an  immunomodulatory  agent  used  in  the  therapy  of  rheumatic  arthritis  and 783 
psoriatic arthritis to accelerate elimination of this drug 7. N‐acetylcysteine (NAC), an antidote for 784 
acetaminophen  toxicity, was  investigated  in  a  randomized  placebo  controlled  trial  for  non‐785 
acetaminophen ALF that included DILI as one of the subgroups169. The transplant‐free survival 786 
of  individuals with non‐ acetaminophen ALF due to DILI who received NAC was 58% and was 787 
significantly  higher  than  those who  did  not  receive NAC  (27%,  P<0.05).  In  individuals with 788 
cholestatic  DILI  with  significant  itching  may  benefit  from  anti‐histamines  such  as 789 
diphenhydramine  and  hydroxyzine  or  bile  acid  resins  such  as  cholestyramine.  It  is  not 790 







early  mental  status  changes,  or  renal  dysfunction.  In  individuals  with  hepatocellular  DILI, 798 















idiosyncratic DILI  the  analysis of  the  impact of  the disease  in  terms of  the QOL of patients 814 
remains a neglected area of research. In a study conducted in South Korea in patients suffering 815 
from a DILI episode, the authors found greater  indexes of anxiety and depression  in patients 816 
with  liver  injury  induced by herb and dietary supplements compared with healthy population 817 
and  patients  with  liver  disease  from  other  etiologies174.  Interestingly,  the  DILIN  group 818 
documented that patients with persistent liver enzyme elevation 12 months after DILI onset had 819 








longer  duration  of  impaired mental  and  physical  health,  and  a  longer  duration  of  activity 828 
limitations due to poor health, pain, depression, and anxiety compared to non‐acetaminophen 829 
ALF  spontaneous  survivors  and  OLT  patients  (of  different  etiologies  including  idiosyncratic 830 
DILI)177.  This  apparent  contradiction,  however,  could  be  explained  by  the  fact  that 831 
acetaminophen  survivors  had  significantly  higher  rates  of  psychiatric  and  substance  abuse 832 
disorders177.  833 
   834 




after  an  episode  of  hepatotoxicity  for  both  patients  and  physicians.  Interestingly,  a  survey 839 
performed  in  2014  found  that  primary  care  physicians  shared  several  liver  safety  concerns 840 











drugs promises  to  enable  selection of  the most  favorable  characteristics  among  a  group of 852 


























patterns  unique  to  DILI.  With  discovery  science  informed  by  recent  advances  in  the 879 
understanding of the pathogenesis, use of advanced analytical methods and tools such as deep 880 
machine  learning would  bring  about  a  step  change  in  the  application  of  a  combination  of 881 
biomarkers in an individual clinical scenario to support decision‐making.  882 
 883 






















variability  in  pharmacogenes  can  be  attributed  to  rare  variants  requiring  sequencing  based 906 
approaches for discovery184.  907 
   908 
As  with most  polygenic  disorders  genetic  tests  have  not  been  used  so  far  to  risk  stratify 909 
individuals prior to prescription with an  intention to prevent DILI. With an aim of  introducing 910 





From  a  therapeutic  standpoint  idiosyncratic  DILI  is  still  an  orphan  disease.  This  is  the 916 







with genetic  information brings hope for  improving the detection of DILI  in clinical trials. The 924 
current  absence  of  diagnostic  DILI  biomarkers  impairs  an  accurate  DILI  case  qualification 925 
process, which is crucial to correctly enrol patients in trials to assess older or new molecules in 926 
the treatment of this condition. Presumably, international efforts already in place (Translational 927 






advantage of  international  consortia  that prospectively  recruit bona  fide DILI  cases.  In  fact, 934 






































Drug  reaction,  the  likelihood  to detect a  robust  signal before marketing authorization, even 973 




















up  from  sinusoidal  blood  by  various  transporters  located  in  the  basolateral  hepatocyte 994 
membrane,  including members of the organic anion transporting polypeptide (OATP), organic 995 





of  the  protein,  or  by  causing  cell  stress.  Drug metabolites  are  conjugated  to  endogenous 1001 
molecules (phase 2), following which, they are eliminated from the cell via the bile salt export 1002 
pump (BSEP) or multidrug resistance gene product (MDR). Cell injury releases protein adducts 1003 
that  can act as neoantigens,  triggering an  immune  response  in  susceptible  individuals. Drug 1004 
metabolites can also inhibit the function of the hepatocyte canalicular efflux transporters such 1005 
as BSEP, causing an increase in intracellular bile acid concentrations that damage mitochondria 1006 
and  lead to apoptosis. Bile acids  induced stress may also  lead to  increased targeting of death 1007 
receptors  to  the plasma membrane and  sensitize  to  ligand  (TNF, FasL)  induced apoptosis or 1008 
necrosis or induce ligand independent activation of death receptors. DILI is frequently caused 1009 
by a combination of intrinsic mechanisms such as inhibition of BSEP and toxicity to mitochondria, 1010 








which promotes organelle  specific adaptive  responses  to  increase chaperone proteins which 1019 





pore  forming  proteins  such  as  Bax,  Bak,  Bid  leading  to  release  of  cytochrome  c,  caspase 1025 
activation, and apoptosis. Alternatively, in theory, other programmed cell necrosis mechanisms 1026 
may contribute, such as necroptosis (RIPK1/3/MLKL) or pyroptosis (caspase1 or 10 cleavage of 1027 
gasdermins)  which  permeabilize  the  cell  membrane,  or  ferroptosis  (iron  dependent  lipid 1028 
peroxidation) may contribute to DILI but remains unproven. Lethal or sublethal organelle stress 1029 
may  release DAMPs such as HMGB1 or DNA, which activate TLR  leading  to proinflammatory 1030 
cytokine/chemokine release. The inflammatory response amplifying cell death in intrinsic DILI, 1031 
depending on the acuity and severity of injury or may actually promote resolution. In contrast, 1032 






It  is  proposed  that  the majority  of  patients who  have  a  genetic HLA  predisposition  do  not 1039 






chronic  liver  failure.  In  such  instances,  careful history of prescription, over‐the‐counter, and 1046 
complementary and alternate medications should be taken. In general, it is a good practice to 1047 
hold the suspected agent(s) while the work‐up for competing etiologies is undertaken. The work 1048 




is  evidence  for  acute  liver  failure,  a  prompt  referral  to  a  liver  transplant  center  should  be 1053 








glutamate dehydrogenase  (GLDH), and  full‐length cytokeratin 18  (Keratin 18‐FL).  It has been 1062 
proposed  that by processing  fresh blood  to  remove  intact mitochondria, GLDH  can  identify 1063 
mitochondrial toxicity as a mechanism of DILI189. The serum ratio of caspase‐cleaved cytokeratin 1064 
18 to full length cytokeratin 18 (cc18/k18) has been proposed to estimate the ratio of apoptosis 1065 
to  necrosis  during  DILI.  HMGB1, mir122  and  DNA  are  among multiple  damage‐associated 1066 
molecular patterns (DAMPS) that activate innate immune cells, which in turn release MCSFR1. 1067 
OPN  is  involved  with migration  and  infiltration  of  inflammatory  cells  and  also  appears  to 1068 
promote regeneration.  Identifying biomarkers of  innate  immune cell activation  in  the  liver  is 1069 
ongoing. Acetylated HMGB1 was proposed to address this but the integrity of at least one of the 1070 
key  studies  has  been  questioned  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29729369). 1071 
Abbreviations: HMGB1: High mobility group box 1 protein; ALT: Alanine aminotransferase, AST: 1072 
Aspartate aminotransferase; INR: International Normalized Ratio; TBL: Total bilirubin; DAMPs: 1073 






baseline  evaluation  consisting of  liver  biochemistries  and  liver  function  tests,  viral hepatitis 1080 
serologies,  and  autoimmune  markers  should  be  undertaken.  If  there  is  underlying  liver 1081 
dysfunction, ICI therapy may not be suitable unless the underlying liver dysfunction is suspected 1082 
due  to malignancy.  In patients without  serious underlying  liver disease,  ICI  therapy may be 1083 
initiated  but with  serial  liver  biochemistry monitoring  every  1‐3 weeks,  depending  on  local 1084 
practice.  If  there  is  emergence  of  elevated  liver  biochemistries,  they  should  be managed 1085 
according to their levels. For patients with ALT levels > 1 but < 3 ULN or total bilirubin elevation 1086 



















































































(R  value)  of  alanine  aminotransferase  (ALT)  (or  aspartate  aminotransferase,  AST)  activity 
expressed  as  fold  elevation  over  its  upper  limit  of  normal  laboratory  range  to  alkaline 
phosphatase  (ALP) activity  is used  to define patterns of DILI. The pattern of  liver  injury has 
implications for prioritizing immediate investigations essential to exclude alternative causes of 
the event as well as outcome. Hepatocellular cases are more  likely to resolve rapidly, but are 
































































































































































Indicate  cholestasis  when  associated  to  a  rise  in  ALP,  isolated 
elevation is not indicative of liver injury. Concomitant elevation of 
mean corpuscular volume suggests alcoholic liver disease 
Low albumin, high INR 
 
Impaired hepatocellular function, altered in cirrhosis of any cause 
 
Serology hepatitis A, B, 
C, E 
 
Viral hepatitis. IgM anti‐HAV, IgM antiHBc, HBs Ag, HBV DNA if 
HBsAg carrier; HCV RNA and IgM & IgG anti‐HEV, HEV RNA 
Serology for CMV, HSV, 
EBV infection 
 
Always in cases with systemic symptoms; IgM & IgG anti‐CMV, 
IgM & IgG anti‐HSV; IgM & IgG anti‐EBV 
ANA & ASMA, IgG 
 
Autoimmune hepatitis (may be drug‐induced) 
 
Ceruloplasmin & 
transferring saturation 
& Alpha‐1‐antitrypsin 
Wilson disease & Hemochromatosis (in anicteric hepatocellular 
damage) & Alpha‐1‐antitrypsin deficiency, respectively 
Imaging 
 ‐Ultrasonography 
 
Normal in DILI, mandatory to exclude focal lesions and biliary 
tract disease. No additional imaging techniques required in “viral 
hepatitis like” syndrome  
 
‐MRI  Necessary in cholestasis and/or accompanying abdominal pain; 
Biliary tract disease (benign/malignant) may require endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography in addition to MRI. Also 
help to exclude Non‐alcoholic fatty liver disease; focal lesions; 
ischemic injury 
Liver biopsy  Autoimmune hepatitis phenotype; liver injury related to immune 
check point inhibitors; suspected atypical DILI presentations (i.e. 
sinusoidal obstruction syndrome, peliosis hepatis, microvesicular 
steatosis); negative or incomplete dechallenge (for assessing 
severity and/or competing etiologies) 
Abbreviations: ANA, anti‐nuclear antibody; ASMA, anti‐smooth muscle antibody; GGT, gamma‐
glutamyl transferase; HAV, hepatitis A virus; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; HEV, 
hepatitis E virus; Ig G, immunoglobulin G; MVS, microvesicular steatosis 
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